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研究成果の概要（和文）：本研究では大腸癌患者の末梢血中のRNAを抽出して網羅的解析を行い、
アンチセンスRNAによる新しい診断法の開発を目的とする。大腸癌患者28例と健常者6例を対象と
して、アンチセンスRNA の網羅的解析を行った。大腸癌患者の血液中で健常人と変化しているア
ンチセンスRNAを20種同定した。これらのRNAは大腸癌患者と健常人を明確に区別することが可能
であった。末梢血液中のアンチセンスRNAの測定が大腸癌の診断に有用である可能性が示唆され
た。 
研究成果の概要（英文）：The purpose of this research is to develop a new diagnostic method 
by analyzing blood antisense RNA. Blood samples of 28 colon cancer patients and 6 healthy 
volunteers were collected and custom made microarray of blood RNA was performed. 20 sets 
of antisense RNAs were distinguished between colon cancer and healthy persons. By 
detecting antisense RNA of peripheral blood RNA is a useful tool for diagnosing colon 
cancer. 
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１．研究開始当初の背景 
大腸癌は年々増加の一途をたどっており、本
邦での罹患数は第2 位、死亡数は第3 位であ
る一方で、早期に発見できれば治癒可能な疾
患である。現在行われている大腸癌のスクリ
ーニング検査である便潜血検査は感度が約
70％と低く、スクリーニング検査としては十
分とは言えないため、新たな大腸癌スクリー
ニング法の開発は社会的急務である。 
近年、DNA からメッセンジャーRNA の転写が
起きる際約70%の遺伝子においてその相補的
なRNA であるアンチセンスRNA が同時に転写
されていることが明らかになってきた。さら
にアンチセンスRNA が一部の癌抑制遺伝子を
制御して蛋白質の発現を抑制していることが
報告された(Yu W et al, Nature 2008）。こ
のように癌の研究においてアンチセンスRNA 
が重要性を帯びてきたが、現在までのところ、
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ヒトの癌に関してアンチセンスRNA の網羅的
解析の報告は皆無である。近年臨床応用の観
点から、血液中のRNA に関する研究が盛んに
行われ、末梢血中には臓器に発現している遺
伝子の80%以上が存在していることが報告さ
れた（Liew CC et al, J Lab Clin Med, 
2006）。それらの遺伝子の中には疾患特異的
に発現する遺伝子が含まれており、これら遺
伝子発現の検査を、末梢血で行うことができ
れば、他の検査法に比べてより簡便に疾患の
早期発見につなげることができると考えられ
た。 
２．研究の目的 
本研究では大腸癌におけるアンチセンス
RNA の関与を明らかにし、健常人及び大腸癌
患者の末梢血中の RNA を抽出して網羅的解
析を行い、血液検査による大腸癌の新しいハ
イスループットスクリーニング法を開発す
ることを目的とする。また申請時はアンチセ
ンス RNAを用いた細胞株に対するサイレンシ
ング療法の開発も目的として掲げた。 
３．研究の方法 
末梢血中のセンス/アンチセンスRNA のカス
タムマイクロアレイによる網羅的解析 
筑波大学附属病院で行われる大腸癌手術症
例（術前・術後）及び健常人から、同意を得
た上で末梢血を採取し、RNAを抽出する。我々
が設計した22,000対のセンス/アンチセンス
RNA検出プローブ(in situ hybridizationと共
通のプローブ領域を使用)を搭載したカスタ
ムマイクロアレイでセンス/アンチセンスRNA
の発現を網羅的に解析し、癌特異的に発現が
変化するセンス/アンチセンスRNAを同定する。 
 
４．研究成果 
大腸癌術前患者24例と健常者6例を対象とし
て、末梢血液中からPAX gene blood RNA kit
を用いてtotal RNAを抽出した。 
 
ランダムプライミング法によってラベリン
グを行い、カスタムマイクロアレイを用いて
センス/アンチセンスRNA の網羅的解析を行
った。発現解析にはGene Spring GX10を用い
た。 
 
 
また、大腸癌症例6例で術後1週間と3ヶ月の血
液中のセンス/アンチセンスRNA を同様の方
法で測定し、術前との比較を行った。大腸癌
患者の血液中で健常人の血液中より転写量が
有意水準で変化しているセンスRNAを20種、ア
ンチセンスRNAを20種同定した（図1）。
 
 
Haloacid dehalogenase-like hydrolase 
domain containing 1(HDHD1)という遺伝子
のアンチセンス RNAが健常人と癌患者で最も
発現に差が認められた(図 2)。
 
階層的クラスター解析(hierarchical 
clustering analysis)を行うと、これらの20
種のアンチセンスRNAは大腸癌患者と健常人
を明確に区別することが可能であった（図3）。   
 
また、術前と術後のHDHD1アンチセンスRNA
の発現量を比較すると、術後は健常人と同程
度まで低下することが明らかになった。 
比較でも、これらのセンス/アンチセンス
RNAに有意な発現変化を認めた（図4）。 
 
まとめ 
末梢血液中のセンス/アンチセンスRNAの測
定が大腸癌の診断に有用である可能性が示唆
された。今後、症例数を増やしてさらなる検
討を進めることで、血液を用いた大腸癌の新
規診断法の開発が期待できる。アンチセンス
RNAの機能解析およびサイレンシング医療へ
の応用は今後の課題である。 
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